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(57) Abstract: The invention concerns the combined use of chemokine IP-10 and interleukin 12 as therapy against malignant tumors 
and the use of IP-10 to potentiate the anti-tumoral effect of IL-12. Said substances are immunomodulating proteins enhancing anti- 
tumoral response. Combined administration of both substances to mammals makes it possible to enhance anti-tumoral activity in the 
tumor canying mammal. Administration of both substances can be realized by means of a recombinant protein prepared in-vitro or 
by means of expression systems or gene transfer expressing said substances. The combination of both substances has a synergistic 
effect in the specific induction of cytotoxic lymphocytes against tumors. Combination of both substances in adequate proportions 
and dose can be useful in the treatment of any type of cancer, for instance adenocarcinoma of the colon. 

(57) Resumen: La invencion se relaciona con el uso combinado de la quimiocina IP-10 y la interleucina-l2 como terapia frente 
a tumores malignos, asi como el uso de IP-10 para potenciar el efecto antitumoral de IL-12. Estas dos sustancias son proteinas 
inmunomoduladoras que potencian la respuesta antitumoral. La administraci6n en mamfferos de ambas sustancias en combinaci6n 
permite aumentar la actividad antitumoral en el manufero portador del tumor. La administraci6n de ambas sustancias puede rea- 
lizarse mediante protefna recombinante preparada in-vitro o mediante sistemas de expresi6n o transferencia g^nica que expresen 
dichas sustancias. La combinaci(5n de ambas substantias tiene un efecto sin^rgico en la inducci6n de linfocitos citot6xicos especf- 
fica frente a tumores. La combinacion de ambas sustancias, en las proporciones y dosis adecuadas para cada caso, puede ser dtil 
para el tratamiento de cualquier tipo de cancer como por ejemplo el adenocarcinoma de colon. 
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USO COMBINADO DE LA QUIMIOCINA IP-10 Y LA INTERLEUCINA-12 EN LA 
PREPARACION DE COMPOSICIONES PARA EL TRATAMIENTO DE 
TUMORES MALIGNOS. 

5 Campo de la invenci6n 

La invencibn descrita comprende la utilizacion terapeutica de la 
combinacion de dos sustancias inmunoreguladoras. proteina inducible por 
interferon y de 10kD (IP-10) e interleucina-12 (IL-12). para combatir 

10 enfermedades de origen neoplasico y/o aunnentar la intensidad de la respuesta 
inmunitaria de linfocitos T citotoxicos. Memos comprobado que la combinacion 
de ambas sustancias permite alcanzar una eficacia antitumoral mayor que la 
obtenida con cada una de ellas por separado, que su uso combinado aumenta 
la actividad citotoxica especifica mediada por linfocitos T CDS* frente a las 

15 celulas tumorales y que IP-10 aumenta el efecto antitumoral de IL-12 de fomna 
sinergica. Asimismo hemos demostrado que la administracion de una 
combinacion de dichas sustancias conlleva el rechazo de nodulos tumorales 
distantes no tratados y protege frente a la aparicion de nuevos nodulos 
tumorales siendo este un modelo de la enfermedad tumoral metast^sica como 

20 por ejempto el carcinoma de colon avanzado. La administracion de ambas 
sustancias puede realizarse mediante la inyeccion de proteina recombinante o 
mediante el uso de sistemas de expresi6n o transferencia de genes que 
codifican para IP-10 e IL-12 de modo que se expresen. La invencion descrita 
tiene aplicaci6n en la preparacion de famriacos o composiciones terapeuticas 

25 para el tratamiento de pacientes afectados por tumores malignos de cualquier 
tipo. 

Estado de la t6cnica 

30 La proteina inducible por interferon gamma-10 (IP-10)(1.2) cuyo analogo 

en ratones se denomina Crg-2 (3.4), es una quimiocina que pertenece a la 
familia de las a-quimiocinas o CXC quimiocinas capaz de estimular al menos el 
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receptor de quimiocinas CXCR3 (5-7). El patron de expresion del receptor 
CXCR3 explica que IP-10 sea capaz de atraer, al menos in-vitro. 
exclusivamente linfocitos T activados y celulas NK, pero no linfocitos vfrgenes 
(5. 8-10). Lineas celulares tumorales capaces de expresar establemente IP-10 
5 son rechazadas mediante mecanismos inmunitarios (11). Ademas, se ha 
demostrado que IP-10 posee propiedades antitumorales basadas en su 
capacidad para inhibir la angiogenesis tumoral (12-14). Dicho efecto 
angiostatico parece que no esta mediado por el receptor CXCR3 (15) y tiene 
gran importancia en los efectos antitumorales de IL-12 en algunos modelos 

10 animates (16). 

Otros genes de quimiocinas como el gen de linfotactina (17) o de M!P1-a 
(18) han sido transfectados en c6lulas tumorales donde. al expresarse y a pesar 
de atraer linfocitos T al tejido maligno, no se consigue el rechazo tumoral 
(17,18). Sin embargo la combinaci6n de dichas quimiocinas con otras citocinas 

15 o moleculas coestimuladoras con capacidad para activar linfocitos, tales como 
IL-2, B7-1 e IL-12, tiene como resultado un destacado efecto antitumoral 
(17,19.20). 

La interleucina-12 es una citocina producida naturalmente por 
macrdfagos (21) y celulas dendriticas (22) que juega un papel central en la 

20 induccion de las respuestas inmunes celulares (23). Se ha observado que la IL- 
12 es capaz de inducir efectos antitumorales importantes basados en la 
amplificacion de actividad citolitica por linfocitos T citotbxicos (CTL). 
diferenciacion Thi, activacion de c6lulas NK (21), e inhibicion de la 
vascularizacion tumoral (24). Desafortunadamente los primeros intentos para 

25 probar la IL-12 recombinante purificada en cllnica fracasaron debido a toxicidad 
dosis-dependiente (25,26). 

Descripci6n 

30 Para estudiar los efectos antitumorales in-vivo de IP-10 y su combinacion 

con IL-12. hemos optado por la transferencia g6nica mediada por adenovirus 
recombinantes defectives. Para ello hemos generado un adenovirus 
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recombinante defective que expresa la proteina IP-10 murina (mlP-10), 
AdCMVIP-10, mediante el sistema Cre-lox(27). y empleado un adenovirus 
recombinante defective que expresa IL-12 murina (AdCMVIL-12) y un 
adenovirus recombinante defective que expresa el gen de la p-galactosidasa 
5 como adenovirus control, ambos generados en nuestro laboratorio 
anteriormente (28.29). En los tres adenovirus citados el transgen esta bajo 
control del promoter del Citomegalovirus (CMV). Como ejempio de modelo 
tumoral in-vivo hemes utilizado la inyecci6n subcut^nea de c6lulas CT26 (linea 
celular de adeno-carcinoma de colon inducida per el carcin6geno N-nitroso-N- 

10 metiluretano en ratones BALB/c (H-2^) (30). Hemes demostrado experi- 
mentalmente que a resultas de un efecto sinergico de la expresibn combinada 
de los genes IP-10 e IL-12 transferidos a las c6lulas malignas mediante 
adenovirus recombinantes ocurre el rechazo de n6dulos tumorales por un 
mecanismo inmunologico. de suerte que el efecto resultante de la combinaci6n 

15 es cuantitativa y cualitativamente distinto del obtenido con la transferencia 
g6nica de IP-10 o IL-12 por separado. 

Descripcion detallada de la invencion 

20 Cultivos celulares 

La linea celular 293 (celulas embrionarias de rinon humane transfectadas 
de forma estable con la region El perteneciente al adenovirus humane tipo 5, 
ECACC N° 85120602) permite que los adenovirus empleados, defectives para 

25 esta region del genoma adenoviral, puedan replicarse en el interior de las 
c6lulas 293. La linea celular HepG2 es una linea de hepatoblastoma humane. 
La linea celular Cre8. derivada de 293, posee un casete de expresi6n basado 
en el promoter del gen de la p-actina que controla el gen de la recombinasa Cre 
con una senal de localizacibn nuclear N-terminal integrado establemente en la 

3 0 linea celular 293. y fue cedida por el Dr, S. Hardy (Universidad de California, 
San Francisco, USA). El medio de cultivo empleado para crecer estas lineas 
celulares fue DMEM complete (suplementado con suero de ternera fetal al 10 % 
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(FCS) inactivado a 56°C, glutamina 2 mM. estreptomicina 100 U/ml. penicilina 
100 mg/ml). La linea celular CT26, gentilmente cedida por el Dr. K. Brand. Max- 
Planck-lnstitut fur Biochemie, Alemania, deriva de un adenocarcinoma colorectal 
de ratbn BALB/c y fue inducida por el carcinogeno N-nitroso-N-metil-uretano. La 
5 linea celular YAC-1 (ATCC) deriva de un linfoma inducido por el virus 
transformado de la leucemia Moloney de un raton A/Sn. La linea de 
mastocitoma humano P815 fue obtenida a traves de la ATCC. Estas 

Kneas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 completo (suplementado con 
suero de ternera fetal a! 10 % (FCS) inactivado a 56^C, glutamina 2 mM, 

10 estreptomicina 100 U/ml. penicilina 100 mg/ml). 

Las celulas descritas fueron cultivadas en cdmaras incubadoras 
humidificadas a 37°C y en una atm6sfera al 5% de CO2. 

Los reactivos para los cultivos celulares son de Gibco (Basilea, Suiza), y 
las placas de cultivo son de Greiner Labortecknik (Frickenhausen, Alemania) y 

15 TPP (Trasadingen. Suiza). 

Animates emoleados 

En los estudios realizados se utilizaron ratones hembras BALB/c de entre 
20 5 y 8 semanas (Charles Rives. Barcelona). Durante el periodo de experi- 
mentacion los animales fueron mantenidos en el animalarlo del Centre de 
Investigacion en Farmacobiologia Aplicada (CIFA) de la Universidad de Navarra 
de acuerdo con las normas que rigen en la instituci6n. 

25 Construccion de un adenovirus que expresa mlP-10, AdCMVIP-10 

Para la construccion de un adenovirus recombinante que exprese el gen 
murine IP-10 bajo control del promoter eucari6tico del Citomegalovinjs se utilize 
el sistema Crelox (27). C6lulas de bazo obtenidas de una ratona BALB/c de 8 
semanas de edad se cultivaron in-vitro con medio RPMI completo en una placa 

3 0 de 10 cm de diametro (TPP. Trasadingen. Suiza) y se estimularon durante 3 
horas con lipopolisacarido a una concentracion de 20 ng/mi (SIGMA, Madrid, 
Espafia) mantenidas a 37°C y 5% de COj. 
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A continuacion se extrajo y purified el ARN total de dichas c6lulas con la 
solucidn desnaturalizante de proteinas Ultraspect™ (Biotecx Inc., Houston, TX. 
USA) seguida del metodo de Chomcznski y Sacchi (31 ). A partir de una muestra 
de 1|ig de dicho RNA se realizo la tecnica de transcripcion inversa-reaccion en 
5 cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando un termociclador (Perkin-Elmer 
Gene Amp PGR system 2400) para obtener y amplificar el ADN complementario 
(cADN) de mlP-10. El ARN total fue transcrito (60 minutos a 37**C) con 400 
unidades de M-MuLV transcriptasa reversa (Gibco-BRL, Gaithersburg. Md, 
USA) en un volumen final de 40 nl de solucion salina 5x (250mM Tris-HCI pH 

10 8,3, 374 mM KCI, 15mM MgCy, suplementado con 5mM DTT, 0.5mM 
desoxirribonucle6tidos trifosfato (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania), 
48 unidades de inhibidores de ARNsas (Promega Co., MD, USA) y 400 ng de 
hexSmeros aleatorios (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Despues 
de desnaturalizar la transcriptasa reversa (95^0, 1 minuto), una alicuota de 20 pi 

15 (1ng) del cADN fue utilizada para la amplificacibn de IP-10 murine por PGR en 
60 ^l de buffer de PGR (160nM (NH4)2S04, 670mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% v/v 
Tween 20) suplementado con 1,5 mM MgCls. 2 unidades de Biotaq™ ADN 
polimerasa (Bioline. Londres, UK) y 1|il lOmM de cebadores sentido y 
antisentido especificos de mlP-10: SEQ ID N0;1 y SEQ ID NO: 2. 

2 0 La amplificacion de cADN de mlP-10 se realizo con 25 ciclos (94°C, 64°G 

y 72°G durante 45 segundos por cada temperatura). 40 ^1 del producto de PGR 
fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% 
(p/v)tenido con bromuro de etidio. La banda obtenida se visualiz6 con una 
l^mpara de luz ultravioleta, se corto y extrajo del gel, y el producto de la PGR se 

25 purifico mediante el kit de purificacion de ADN, Ultrafree-DA (Amicon-Milipore. 
Madrid, Espafia), El fragmento de 311 pares de bases correspond iente al cADN 
de mlP-10 se clond en el plasmido pGEM-T utilizando el PGEM-T vector system 
(Promega Go. Wl, USA) mediante una reaccion de ligacibn a 14^C durante 12 
horas empleando una T4 ADN ligasa (Roche Diagnostics, Barcelona, Espana). 

30 Con el resultado de dicha ligacion se transformaron bacterias competentes E. 
coli XLI-BIue Stratagen, La Jolla, Ga, USA) las bacterias transformadas se 
seleccionaron por su crecimiento en placas de Petri con medio LB con 
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ampicilina, ya que el vector contiene un gen de resistencia a este antibiotico. Se 
extrajo el ADN plasmidico de las bacterias positivas mediante la t6cnica de 
MiniPrep (Qiagen, Alemania) para, posteriormente, digerir 2jig de dicho 
pl^smido con las enzimas Sphl/Sall (Roche Diagnostics) y separar por 
5 electroforesis el resultado de dicha digestion en un gel de agarosa al 1,5% para 
connprobar la presencia del inserto. Los pl^smidos con el fragmento de 311 
pares de bases esperado se secuenciaron para descartar errores en la 
amplificacion en un secuenciador autom^tico ABI PRISM 310 (Perkfn Elmer, 
Foster,CA, USA), utilizando el kit de secuenciacion Dye Rhodamine Terminator 

10 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer). El fragmento del plasmido PGEM-T/mlP- 
10 conteniendo el cADN de mlP-10 con la secuencia SEQ ID NO: 3 coincidi6 
con las secuencias SEQ ID NO: 4 y 5 descritas en la bibliografia (3, 4). Dicho 
fragmento se escindio mediante una digestion con las enzimas de restriccion 
Sphl/Sall (Roche Diagnostics), el producto de la digestion se analizo en un gel 

15 de agarosa al 1,5%. la banda conteniendo el fragmento con el cADN de mlP-10 
se purifico con el Kit de purificacion de ADN Ultrafree-DA (Amicon-Milipore), Los 
extremos se completaron mediante la enzima Klenow (Roche Diagnostics)y se 
subclonb en el plasmido pAdLox. previamente abierto con la enzima Bgl II 
(Roche Diagnostics y tratado con fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics), 

20 mediante una ligacion a 14°C durante 16 horas con la misma enzima y 
condiciones que en el caso anterior. Con el resultado se transformaron bacterias 
competentes E. coli DH-5a (Clpntech. Palo Alto, CA, USA) se seleccionaron las 
resistentes a ampicilina y purified el ADN plasmidico de colonias seccionadas 
siguiendo las t6cnicas descritas anteriormente. Se realize un screening 

25 mediante una digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Smal (Roche 
Diagnostics) y el producto se separo en un gel de agarosa al 1,5% para 
comprobar la presencia y orientaci6n del inserto (cADN de IP-10 murino). 

El plasmido obtenido, pAdlox/mlPIO, contiene un casete de expresi6n 
con mlP-10 bajo el control del promoter CMV seguido de la senal de 

30 poliadenilaci6n (poliA), precedido por la secuencia de encapsidacion del 
adenovirus tipo 5 humane. Una vez purificado, el plasmido pAdlox/mlP-10 se 
cotransfecto en c6lulas Cre8 junto con el genoma purificado del adenovirus 
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recombinante defective vj/S (figura 1A), de acuerdo con los m6todos utilizados 
por Hardy at al. (30), para generar un adenovirus recombinante defective que 
contenga el gen de mlP-10, AdCMVIP-10 (figura 1A). El sobrenadante 
resultado de dicha cotransfeccion se amplified y analizo para comprobar la 
5 presencia de mlP-10 y descartar contaminaci6n residual con el virus v|/5 segun 
las t^cnicas descritas y empleadas por los mismos autores (30,32). 

La tecnica RT-PCR fue utilizada para clonar el cADN del gen IP-10 
murine a partir de celulas de bazo de una ratona BALB/c estimuladas con LPS. 
El cADN de mlP-10 fue subclonade a continuaci6n del promoter eucaribtico 

10 CMV y precediende a una serial poliA en pl^smido Padlex que contiene la serial 
de empaquetamiente adenoviral \\f y una region lox-P, todo el conjunte esta 
flanqueado por los ITR adenovirales. El adenovirus recombinante AdCMVIP-10 
fue generado mediante la co-transfeccion del pl^smido Padlox/IP-10 y el 
genoma del virus \\f5 (adenovirus defective en E1 y E3) en la linea celular 293 

15 que expresa la recombinasa CRE (CRE8). La recombinacion a nivel de los sities 
loxP catalizada por la recombinasa Cre dirige la generacion de AdCMVIP-10. 

Preparacion del lote de adenovirus recombinante de trabajo. 

El medio sobrenadante obtenido, conteniendo AdCMVIP-10, se utilize 

20 para amplificar el virus. Con 3ml de diche sobrenadante por placa, se infectaren 
celulas 293 cultivadas en placas de 150 mm de diametro (entre 20 y 40 placas) 
a una confluencia del 80% durante 30 minutes a 37°C y 5% de COj. Cuande las 
c6!ulas presentaron efecto citop^tico (2-4 dias) fueren recolectadas y 
centrifugadas a 1500 r.p.m. durante 10 min a 4**C, resuspendidas en Tris (pH 8) 

25 0.1 M (18ml) y almacenadas a -80°C hasta el proceso de purificacion del vims. 

Purificacidn del adenovirus. 

El adenovirus, AdCMVIP-10, producido se purified mediante dos 
centrifugaciones en gradientes de clorure de cesio y posterior didlisis del lisade 
3 0 de las celulas previamente infectadas. Las c6lulas infectadas con AdCMVIP-10 
almacenadas se descengelaren y resuspendieron en 18-20 ml de Tris 0.01 M 
(pH 7,4) con deoxicolato s6dice (SDS) al 10% en una proporcion 10/1 (v/v) 
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. este procedimiento se emplea para 
lisar las celulas. La soiucton obtenida se sometio a un proceso de 
homogeneizado con un homogeneizador manual de crista! preenfriado, el 
proceso se realiz6 durante 5-10 minutos en hielo. una vez terminado el proceso, 
5 se obttene una soluci6n homogenea en la que las celulas quedan totalmente 
disgregadas y el virus queda liberado de! interior celular. A la suspension con 
el virus y restos celulares resuitante se le anadieron 5,8 ml de una solucidn 
saturada de cloruro de cesio por cada 10 ml de suspensidn viral. Esta mezcia se 
distribuyo en tubes de polihalomero para centrifugacion Quick-seal (Beckman 

10 Instruments, Ca, USA), los tubos fueron equilibrados con una error de + 0,5mg y 
sellados con calor. Los tubos fueron centrifugados durante 21 horas a 35.000 
r.p.m, a 4**C en un rotor de angulo fijo Beckman 50Ti en una ultracentrifugadora 
Beckman. Tras la centrifugacidn los tubos se extrajeron y la banda conteniendo 
el virus (la banda tiene una densiddd aproximada de 1 ,35gr/ml) fue extraida con 

15 una jeringa de 10ml atravesando el tubo desde una zona inferior a la banda. Las 
bandas de los diferentes tubos se anadieron a otro tubo Quick-seal con una 
solucion de cloruro de cesio saturada, de forma que el gradiente de densidad 
final abarcara desde 1,25gr/ml hasta 1,4gr/ml, y se someti6 a una centrifugacidn 
identica a la anterior. La nueva banda obtenida se extrajo de la forma indicada y 

2 0 se dializ6 frente a 1 litre de solucion Tris 0.01 M (pH 8) durante 1-2 horas a 4*^0 
en agitaci6n por dos veces, este proceso permite eliminar los restos de cloruro 
de cesio toxico para las celulas. A la solucion de AdCMVIP-10 concentrada se 
le anadi6 glicerol esterll (ICN, USA) como protector criogenico hasta una 
concentraci6n final del 0,5% (v/v), alicuotada en tubos de 1ml (Costar) y 

2 5 almacenados a -80®C. 

Determinaci6n del tftulo infectivo del adenovirus. 

Para determinar el titulo infectivo (unidades formadoras de placa. ufp) de 
la soluci6n de AdCMVlP-10 producida se empleo el m6todo de diluci6n limite en 

3 0 placas de 96 pocillos (TPP) con c6lulas 293 (32). Con este sistema se infectan 

celulas 293 (10^ celulas por pocillo) con diluciones seriadas de la soluci6n viral 
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para determinar la maxima diluci6n capaz de producir efecto citopatico. La 
titulaci6n se reaiiza por triplicado para cada virus. Los titulos obtenidos fueron: 
AdCMVIP-10: 3,2x1 0^' ufp/ml 
AdCMVIL-12: 4.2x1 0^' ufp/ml 
5 AdCMVLacZ: 2.11x10^^ 

An^ilisis por Western Blot de la proteina expresada por AdCMVIP-10. 

La expresi6n y secrecibn de mlP-10 por AdCMVIP-IO se analizb 
mediante un ensayo de Western Blot a partir del sobrenadante de celulas 

10 HepG2 infectadas con dicho adenovirus. C6lulas HepG2 cultivadas en placas de 
10 cm de diametro y a una confluencia del 75-80% se infectaron con AdCMVIP- 
10 (MOI: 65) durante 1 hora a 37^C y 5% de CO2. bien se transfectaron con 
Padlox/IP-10 con Fugene™ (Roche) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante o se dejaron sin infectar (control negative), las 3 placas se 

15 mantuvieron con 2ml de medio 1640 sin suero durante 36 horas a 37°C y 5% de 
COj^ Los sobrenadantes con la proteina expresada se recogieron y concentraron 
usando Centricom YM-3 (Amicon, Milipore Co.). Las proteinas de las muestras 
se separaron por SDS-PAGE a! 15% usando una solucibn tampon Tris/Tricina 
(33) de acuerdo con el metodo de Laemmli (34) y se transfirieron de acuerdo 

20 con las instrucciones del fabricante a una membrana Hybond-P (Amersham- 
Pharmacia Biotech Inc., Madrid Espana). que se bloqueo en PBS con un 0,1% 
(v/v)de Tween 20 (PBS-T) y un 5% (p/v) de leche desnatada (Nestle, Barcelona. 
Espana) a 4°C durante 16 horas. Despu^s de lavar la membrana 5 veces 
durante 3 minutes en agitacion con 60 ml de PBS-T. la membrana se incubo 

25 durante 1 hora a temperature ambiente con una diluci6n 1/1000 de anticuerpo 
IgG policlonal de cabra frente a IP-10 de rat6n (Santa Cruz Biotechnology Inc. 
CA, USA) en PBS (Sigma) con un 0,01% de Tween 20 (Sigma) (PBS-T) y un 1% 
de leche desnatada (Nestl^) La membrana fue lavada de la forma citada 
anteriormente e incubada con una diluci6n 1/5000 de anticuerpo de burro frente 

30 a IgG de cabra conjugado con peroxidasa de r^bano (HRP) (Santa Cruz 
Biotechnologies Inc.) durante 1 hora a temperatura ambiente y lavada de la 
misma manera. Las membranas se revelaron con el kit de deteccion ECL Plus 
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de Amersham-Pharmacia de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los 
resultados (figura 1B) muestran que la infeccion de c6lulas HepG2 con 
AdCMVIP-10 da lugar a la expresi6n de mlP-10 y su liberacion a! medio 
sobrenadante que es detectado con anticuerpos policlonales frente a mlP-10 
5 (calle 3). Tambien es posible detectar mlP-10 tras la transfecci6n, mediante 
complejos de liposomas. del plasmido Padlox/IP-10 (calle 4). La proteina no es 
detectada en celulas no infectadas (calle 1). 10 ng de iP-10 recombinante de 
raton (R&D Systems, MN, USA) se emplearon como control positive (calle 2), 

10 An^lisis de la biofuncionalidad de mlP-10 expresado por AdCMVIP-10. 

Los ensayos de migracion de c6lulas a traves de una membrana 
permiten evaluar la capacidad quimiot^ctica de una substancia. Para verificar 
que la proteina expresada por AdCMVIP-10 es biologicamente activa, se 
realizaron ensayos de migracion de celulas T activadas, a traves de membra- 

15 nas de policarbonato. en respuesta a sobrenadantes de celulas HepG2 
infectadas con AdCMVIP-10. C§lulas de bazo obtenidas de ratones BALB/c se 
cultivaron en placas de cultivo de 10 cm de di^metro durante 2 horas a ZTC y 
5% de CO2 con medio RPMI 1640 complete. Tras este periodo de tiempo se 
recogio el medio que contiene las c6lulas de bazo no adherentes, esta 

20 suspension de celulas se hizo pasar por columnas de lana de nylon siguiendo el 
protocolo que aparece publicado en Current Protocols in Immunology (Wisley, 
USA) de forma que la soluci6n final obtenida solo contiene linfocitos T y celulas 
NK. Estas celulas T se cultivaron con RPM1 1640 complete suplementado con IL- 
2 (20 lU/ml) (Peprotech) y activadas mediante la adicion al medio de cultivo de 2 

25 iig/ml de Con A (SIGMA), tras 2 dias las c6lulas se recogieron, lavaron y 
resuspendieron en medio RPMI 1640 al 0,5% de suero de temera fetal y una 
concentraci6n de 6x10^ celulas/ml. C6lulas HepG2 al 70-80% en placas de 10 
cm de diSmetro se infectaron a una MOI= 65 con AdCMVLacZ, AdCMVIP-10 o 
se mantuvieron sin infectar en medio RPMI 1640 al 0,5% de suero de temera 

30 fetal. A las 48 horas se recogid el medio de las celulas infectadas y no 
infectadas. Los ensayos de migracidn se realizaron en camaras de cultivo 
Transwell cell culture chambers (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) a traves 



wo 01/62274 



PCT/ESOl/00066 



- 11 - 

de membranas de policarbonato de 6 jim de diametro, 10 |im de grosor, y 5 ^im 
de tamano de poro siguiendo el protocolo descrito por Vicente-Manzanares et 
al, (35). En la c^mara superior de cada pocillo se depositaron las celulas T 
activadas (100 ^1 a 6x10^ c6lulas/ml) y en la camara inferior los diferentes 
5 sobrenadantes obtenidos, IP-10 recombinante de ratbn (100 ng/ml) o sobre- 
nadante de c6lulas infectadas con AdCMVIP-10 con anticuerpos monoclonales 
neutralizante frente a IP-10 de rat6n (R&D) (2^g/ml). El ensayo se mantuvo 
durante 2 horas a 37°C y en una atmosfera del 5% de CO2. Las membranas se 
fijaron en una disoluci6n al 1% (v/v) de glutaraldehido en PBS durante 1 hora y 

10 tePiidos, a continuaci6n. en azul de toluidina al 0.5% (p/v) en una solucion de 
EtOH al 30% (v/v) en PBS. La cuantificacion de celulas T que migran se lleva a 
cabo contando el numero de celulas adheridas a la cara inferior de las 
membranas de policarbonato; se contaron 10 campos microsc6picos por pocillo. 
El experimento se realize por triplicado. 

15 Como se muestra en la figura 2 el numero de celulas T activadas atraidas 

por los sobrenadantes de c6lulas infectadas con AdCMVIP-10 fue signifi- 
cativamente mayor que en los gnjpos control, Este efecto es neutralizado 
cuando se anade anticuerpo monoclonal frente a mlP-10 y no se aprecia en los 
sobrenadantes de celulas infectadas con AdCMVLacZ, Las diferencias 

20 significativas con una p<0.01 de acuerdo con el test de Mann-Whitney con 
ajuste de Bonferroni se indican con **. 

Tratamiento in-vivo de tumores establecidos con AdCMVIP-10. 

Para analizar la eficacia antitumoral de la transferencia genica de IP-10 

25 mediante AdCMVIP-10 se establecieron tumores mediante la inyecci6n sub- 
cutanea, con jeringas de insulina (Becton-Dickinson, Espana), de 5x10^ celulas 
de adenocarcinoma de colon CT26 resuspendidas en 50 |il de solucion salina 
(PBS) en el flanco derecho de ratones sing6nicos BALB/c. Despu6s de 10 dfas. 
cuando los tumores alcanzaron un di^imetro medio de 5-8mm, se dividieron 

3 0 aleatoriamente los animates en gmpos y fueron tratados con 10® ufp de 
AdCMVIP-10 en un volumen de 50 nl de soluci6n salina (PBS). 10^ ufp de 
adenovims control (AdCMVLacZ) diluido en 50 ^li de soluci6n salina (PBS) o con 
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50 |il de soluci6n salina (PBS) mediante su inyeccion intratumoral con una 
jeringa de precisi6n de 50|il Hamilton. El crecimiento de los tumores fue 
monitorizado durante mas de 60 dias midiendo dos dicimetros perpendiculares 
del tumor empleando un calibrador de precisi6n. Aquellos animales con tumores 
5 que sobrepasaron 1.5 cm en ambos di^metros tumorales o 2 cm en uno de sus 
diametros fueron sacrificados por razones eticas reguladas institucionalmente y 
se considero como muerte del animal. La inyeccidn intratumoral de AdCMVIP-10 
indujo la regresion tumoral completa en dos de los catorce ratones tratados y 
se aprecio un leve retraso en el crecimiento de algunos tumores en 
10 comparacion con los animales que recibieron suero salino o AdCMVLacZ, todos 
los tumores terminaron causando la muerte de los ratones en estos dos grupos. 
En la figura 3 se puede apreciar el seguimlento individual del di^metro tumoral 
medio de los animales de cada grupo. 

15 Tratamiento in-vivo de tumores establecidos mediante la combinacion 
AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 

Se ha descrito por los inventores de esta patente un potente efecto 
terapeutico antitumoral con la transferencia g6nica de la IL-12 mediante 
AdCMVIL-12 frente a adenocarcinoma de colon derivado de celulas CT26 

20 empleando dosis de 10® ufp y 10® ufp(36.37). Bajo estas condiciones, la 
inyeccion intratumoral de AdCMVIL-12 permite la erradicacion tumoral en un 60- 
80% de los casos. Con vistas a evaluar la eficacia antitumoral de la combinacion 
de la transferencia g§nica de IP-10 e IL-12 se probo la eficacia antitumoral de la 
inyeccion de AdCMVIP-10 con dosis subterap6uticas de AdCMVIL-12 de forma 

25 que la sinergia entre ambas sustancias fuera m^s evidente. Para ello se 
establecieron tumores mediante la inyeccibn subcutSnea de 5x10^ celulas de 
adenocarcinoma de colon CT26 resuspendidas en 50 ^il de solucion salina 
(PBS) en el flanco derecho de ratones singenicos BALB/c. Despues de 10 dias, 
cuando los tumores alcanzaron un di^imetro medio de 5-8mm, se dividieron los 

30 animales en grupos y fueron tratados con: 

- 7,5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ^il de solucion salina (PBS), 
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- 5x10* ufp de AdCMVIP-10 + 7.5x10^ ufp de AdCMVLacZ en un volumen de 50 
\x\ de soluci6n salina (PBS) 

- 7.5x10^ ufp de AdCMVIL-12 + 5x10® ufp de AdCMVLacZ en un volumen de 50 
^il de solucidn salina (PBS) 

5 - 5x10® ufp de AdCMVIP-10 + 7.5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 
|il de solucion salina (PBS) 

- 5x10® ufp de AdCMVIP-10 + 5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ^1 
de solucion salina (PBS) 

- o con 50 |il de solucion salina PBS 

10 Los resultados obtenidos, figura 4, demuestran que con la dosis 

subterapeutica de AdCMVIL-12 (7.5x10^ ufp) solo se consiguio la desaparicion 
tumoral en 4 de 11 ratones tratados y al retraso del crecimiento tumoral en 
algunos casos. Por contra, la inyecci6n intratumoral con una combinacion de 
AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 resulto en la regresion tumoral de todos los 

15 tumores tratados con las dos dosis de AdCMVIL-12 utilizadas, 7.5x10^ ufp (10 
de 10) y 5x10^ ufp (5 de 5). Para descartar que estos resultados puedan estar 
relacionado con la combinacion de dos adenovirus independientemente de los 
transgenes expresados, se trataron otros dos grupos de animales, uno con 
AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ y otro con AdCMVIL-12 + AdCMVLacZ en sus 

2 0 dosis correspond ientes (figura 4). En el grupo de animales tratados con la 
combinacion AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ no se produjo ningun rechazo 
tumoral, tan solo un retraso en el crecimiento tumoral en 3 de 10 casos. En el 
grupo de animales tratados con AdCMVIL-12 + AdCMVLacZ se obtuvo una 
regresion tumoral en el 40% de los casos (2 de 5) en concordancia con los 

25 resultados obtenidos con la inyeccion de AdCMVIL-12 a la misma dosis. Estos 
datos demuestran que la combinaci6n de la transferencia genica de IP-10 en 
combinacion con la transferencia g6nica de IL-12 tiene como resultado una 
respuesta antitumoral muy importante que penmite alcanzar el 100% de 
eaadicacion tumoral en este modelo, y que la administracion de IP-10 potencia 

30 significativamente el efecto antitumoral de la IL-12, 
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Efecto a distancia de la combinacion IP-10 + IL-12., 

Para comprobar si la combinacion IP-10+ IL-12 permite obtener la misma 
eficacia antitumoral en tumores distantes no tratados, se desarrollo otro modelo 
experimental mediante la inoculaci6n bilateral de 5x10® celulas CT26 resus- 
5 pendidas en 50 |il de solucion salina (PBS) en ambas regiones dorsolaterales, 
con el objeto de obtener dos tumores de manera simultanea. Dicho modelo 
reproduce la situacion de un adenocarcinoma diseminado. Cuando estos 
nodulos tumorales aicanzaron un di^imetro aproximado de 5-6 mm, se dividieron 
en grupos, se procedio a la administracibn intratumoral, en el tumor del lado 

10 derecho del animal, de AdCMVIL-12 (7,5x10' ufp). AdCMVIPIO (5x10' ufp) + 
AdCMVIL-12 (7,5x10' ufp) o soluci6n salina y solucion salina en todos los 
tumores del flanco izquierdo, el volumen inoculado fue 50fil en todos los 
tumores. Tras el tratamiento, los tumores fueron medidos dos veces por 
semana, durante 90 dias, para evaluar la regresi6n tumoral. Como se puede 

15 observar en la Tabia I, todos los ratones tratados con la combinaci6n IP-10 + IL- 
12 (6 de 6) rechazaron tanto los tumores tratados como los no tratados. Sin 
embargo en el grupo de ratones tratados con 7,5x10' ufp de AdCMVIL-12 en el 
tumor derecho solo se produjo una remisi6n tumoral completa en dicho tumor 
tratado (1 de 6) y ninguna en los n6dulos distantes. En el gmpo control tratado 

20 con PBS no se obsen/6 ningun rechazo tumoral. Podemos afirmar que la 
combinacion de IP-10 + IL-12 permite obtener un potente efecto terapeutico 
frente a n6dulos tumorales distantes no tratados directamente lo que constituye 
una valiosa herramienta en el tratamiento de la enfermedad metastSsica 
disemtnada. 

25 

La transferencia genica de IP-10 e IL-12 tiene un efecto sinergico en la 
induccion de actividad citotoxica especffica frente al tumor. 

Se ha demostrado que la transferencia genica de IL-12 induce la 
activaci6n de una respuesta citot6xica frente a las celulas tumorales (36,37). 
30 Para comprobar si la combinacion de IP-10 + IL-12 permite aumentar dicha 
respuesta se realizaron los siguientes experimentos. Ratones con tumores 
subcut^neos inducidos mediante la inyeccion de 5x10^ celulas CT26 en 50 |il de 
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solucidn salina en el flanco derecho fueron tratados, 10 dias despues de dicha 
induccibn, con diferentes combinaciones de adenovirus (2-3 ratones por grupo): 

- 7,5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ^il de soluci6n salina (PBS). 

- 5x10® ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 
5 ^1 de solucion salina (PBS) 

- 5x10® ufp de AdCMVIP-10 en un volumen de 50 |il de solucion salina (PBS) 

15 di'as despues del tratamiento los bazos de estos animates y sus c6lulas 
utilizadas para medir la inducci6n de actividad citot6xica especifica frente a 
celulas CT26. Para ello los bazos de cada gmpo de animates se disgregaron 

10 mediante el empleo de dos portas de vidrio esmerilado, A continuaci6n se 
lisaron los gi6buios rojos mediante la suspension celular en 2 ml de solucion 
tampon de lisis ACK (PBS con 0.83% (p/v) de (NHJKCy. El homogeneizado de 
celulas de bazo se Iav6 mediante 3 centrifugaciones de 7 minutos a 340 g en 
un tubo de 50ml con 30 ml de medio RPMI 1640 limpio por lavado. A 

15 continuaci6n se procedi6 a la re-estimulaci6n de las celulas durante 6-7 dias en 
placas de 24 pocillos cultivas con medio RPM1 1640 completo. En cada pocillo 
se re-estimularon 7-8 x10®c6lulas de bazo con 7-8x10^ celulas CT26 tratadas 
previamente, para inhibir su crecimiento, con 150 ^ig/ml de Mitomicina C (Sigma, 
Madrid, Espafia) durante 1 hora a 37°C. Despues de 6-7 dias de re-estimulacion 

2 0 se midio la actividad citotoxica de las c6lulas re-estimuladas mediante un 

ensayo de Iiberaci6n del isotopo radioactivo Cr^\ previamente cargado en las 
celulas diana. Cuando las celulas diana son lisadas por las celulas T citot6xicas 
especificas frente a los antlgenos que dicha celula diana presenta asociados a 
las moteculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase I (38) las 
25 c6lulas liberan el isotopo radioactivo intracelular. Para su marcaje las celulas 
CT26 diana fueron incubadas con 100 ^Ci de Na2Cr^^04 por cada 10® c6lulas 
durante 1 hora a 37®C. Despu6s de la captaci6n de esta sal de Cr^^ radioactivo 
las celulas se lavaron mediante 3 centrifugaciones de 5 minutos a 280 g en un 
tubo de 50ml con 30 ml de medio RPMI 1640 limpio por centrifugacion. Las 

3 0 celulas diana se resuspendieron en medio RPMI 1640 completo a una concen- 

tracion de 5x10^c6lulas/ml y se sembraron 100 ^l/pocillo de esta suspension en 
placas de 96 pocillos (5x10^ celulas/pocillo). A continuaci6n se anadieron 
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diferentes cantidades de celulas T citotoxicas efectoras por pocillo de forma que 
las pro-porciones finales celula efectora/c6lula diana (E:D) fueron 100:1, 33:1. 
11:1 por cada grupo de tratamiento. En cada experimento se sembraron tres 
replicas por tratamiento y proporci6n E:D. Las celulas diana incubadas junto con 
5 las efectoras se incubaron durante 5 horas a 37*^0 en una atmosfera con un 5% 
de CO2, despues se recogieron 50jxl de medio sobrenadante de cada pocillo y 
se midi6 la radioactividad (cuentas por minuto, cpm) en un contador estandar de 
radiacion-y (Packard). Se determine la liberacion espontanea de Cr^^ a partir de 
celulas diana cultivadas en ausencia de celulas efectoras en un mismo volumen 

10 final de medio e incubadas en las mismas condiciones y la liberacion maxima de 
Cr^^ a partir de celulas diana en las mismas condiciones que las anteriores, pero 
incubadas con un detergente que las lisa liberando todo el Cr^^captado (Triton-X 
a! 0.8%). El porcentaje de lisis celular especifica se calculo empleando la 
siguiente formula matematica: 

15 % de lisis = 100x (cpm muestra - cpm espontanea)/(cpm maxima - cpm 
espontanea). 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5A, se observa que la 
combinacion de la transferencia g6nica de IP-10 + IL-12 induce la generacion de 
una actividad citot6xica que ronda el 60% cuando se aplica un ratio E:D de 100 

20 a 1. Sin embargo, la transferencia genica de IL-12 0 IP-10 de forma 
independiente, en las mismas dosis que cuando son combinados. inducen tan 
solo niveles del 7-9% con un ratio de 100 a 1. La combinaci6n de IP-10+ iL-12 
permite obtener una actividad citotoxica especifica mucho mayor cuando son 
administradas de forma combinada que cuando cada sustancia es administrada 

25 de forma aislada e individual. 

Experimentos similares se llevaron a cabo para demostrar que la 
actividad citotoxica detectada es especifica frente a celulas CT26, Celulas 
efectoras extraidas de bazos de animales con tumores similares tratados con 
5x10® ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x10^ ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 \i 

30 I de solucion salina (PBS) se enfrentaron, en las mismas proporciones E:D, 
durante el mismo tiempo y mismas condiciones, frente a celulas P815, celulas 
P815 incubadas durante el ensayo con el peptide AH1 , celulas P815 incubadas 
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durante el ensayo con el peptide P815AB y c6lulas YAC-1 todas ellas marcadas 
con Ci^^ de la fonna descrita anteriormente. Los peptides AH1 (SEQ ID NO; 6) 
(38) y P815AB (SEQ ID NO: 7) (39). restringidos a fueron sintetizados 

siguiendo la t6cnica FMOC (40) y su pureza analizada por cromatografia liquida 
5 de alta afinidad (HPLC). Los niveles de Iiberaci6n de Cr^^ se realizaron de la 
misma manera que el experimento anterior. Los resultados (figura 5B) nnuestran 
que se detecta actividad citotoxica exclusivamente frente a las celulas P815 
incubadas con el peptide AH1 (determinante antigenico especifico de celulas 
CT26) mientras que frente al resto de c6lulas diana no se detecta actividad 

10 citot6xica. Con estos resultados queda demostrado que la actividad citotbxica 
inducida por la combinacion IP-10 + IL-12 es especifica frente al tumor tratado y 
se reconoce uno de los antigenos identificados en el (38) y presentado por la 
mol§cula del CMH-I H 2L** 

Para estudiar la generacion de inmunidad protective frente a una nueva 

15 administracion de celulas tumorales, se realize la inoculacion de 5 x 10^ celulas 
CT26 en 50 ul de solucion salina 2 meses despu6s de la desaparicion del primer 
tumor en 10 animales tratados con IP-10 + IL-12. Como grupo control se utili- 
zaron animales sanos a los cuales se les inoculd la misma cantidad de celulas 
tumorales. En ninguno de los 10 ratones que previamente ya rechazaron el 

20 primer tumor se detectaron nodulo tumoral alguno. Todos los animales del 
grupo control desarrollaron tumores. Con este experimento queda demostrado 
el desarrollo de inmunidad sistemica protectiva despu6s de la transferencia 
g6nica de IP-10 e IL-12. 

25 Descripci6n de las fiouras 

' Figura 1A: Construccion del adenovirus recombinante defective que contiene el 
gen murine IP-10 (AdCMVIP-10). 

Figura 1B: Analisis mediante la tecnica de Westem Blotting con un anticuerpo 
30 policlonal frente a la proteina murine IP-10 de sobrenadantes de c§lulas HepG2 
no transfectadas (1 ), infectadas con AdCMVIP-10 a una MOI de 65 (3). trans- 
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fectadas con el plasmido pAdloxlP-10 (4) y proteina IP-10 recombinante de 
raton como control positive (2). 

Figura 2: Ensayo de biofuncionalidad de IP-10 codificada por AdCMVIP-10 
5 mediante la cuantificacion de la capacidad para atraer linfocitos T activados: 

Ensayo de transmigraci6n a traves de una membrana de policarbonato 
con poros de 5)am de di^metro que separa dos camaras, en la inferior se 
encuentra la sustancia quimiotactica y en la superior blastos de celulas T 
activadas con ConA. La actividad quimiotactica de proteina IP-10 recombinante 

10 (rlP-10) de raton purificada a una concentracion de lOng/ml, sobrenadante de 
celulas HepG2 infectadas 48 horas antes con AdCMVLacZ. AdCMVIP-10 (con o 
sin anticuerpos neutralizantes anti IP+10 MAb) o celulas no infectadas, control 
(C) en abcisas, es cuantificada mediante el recuento por campo microscopico 
de blastos del numero de celulas T estimuladas con Con-A adheridas a la cara 

15 inferior de la membrana (numero celulas/campo (40x) en ordenadas). 

Figura 3: Efectos de la inyecci6n intratumoral con AdCMVIP-10. 

N6dulos tumorales inducidos en ratones BALB/c mediante la inoculacion 
subcut^nea de 5x10® c6lulas CT26 en el flanco derecho fueron inyectados intra- 
20 tumoralmente 9 dias despues con B) AdCMVIP-10 (10® upf). C) AdCMVLacZ 
(10® upf) o A) con solucion salina (PBS), como control. La evolucibn individual 
(en dias, abcisas) de los tumores fue evaluada midiendo dos di^metros 
perpendiculares. El valor representado en ordenadas es la media aritm6tica de 
ambos diSmetros, en mm. 

25 

Figura 4: Comblnaci6n de AdCMVIP-10 e AdCMVIL-12, 

Grupos de ratones con tumores subcut^neos de celulas CT26 recibieron 
una inyeccion intratumoral 9 dias despu6s de la inducclon tumoral con los 
adenovirus: B) AdCMVIL-12. C) AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ, D) AdCMVIP-10 + 
30 AdCMVIL-12, E) AdCMVLacZ + AdCMVIL-12, F) AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 o 
A) solucion salina. La evolucibn del di^metro tumoral fue monitorizada 
individualmente (dias postratamiento en abcisas). Las dosis administradas y la 
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fracci6n de animales cuyos tumores fueron rechazados. -en quebrado y %- 
aparecen tambien indicados. 

Figura 5: La transducci6n intratumoral con IP-10 e IL-12 permite aumentar los 
5 linfocitos T citotoxicos especi'ficos frente al tumor 

A. Se extrajeron los bazos de ratones Balb/c con tumores subcutaneos de 
celulas CT26 tratados con los adenovirus indicados. Las celulas de dichos 
bazos fueron re-estimulados in-vitro durante 6 dias con c6lulas CT26 tratadas 
con Mitomicina-C para, posteriomriente, medir su actividad citotdxica frente a 

10 c6lulas CT26 mediante ensayos de liberacion de Cr^^ de 5 horas de duraci6n. 
Los datos representan en ordenadas la media de los niveles de lisis 
especi'fica (%) ± EEM a diferentes proporciones de c6lulas efectoras frente a 
celulas diana (E:D). en abcisas, a partirde tres experimentos independientes. 

B. C6lulas de bazo de ratones que rechazaron tumores de c6lulas CT26 
15 despues del tratamiento con AdCMVIP-10 y AdCMVlL-12 se cultivaron in- 
vitro durante 6 dias con c6lulas CT26 tratadas con Mitomicina-C. Se estudio 
la actividad citotdxica de los linfocitos de dichos bazos frente a cdlulas P815, 
YAC-1. P815 + 10ng/ml de los octapeptidos indicados AH1 o P815AB 
(p6ptido control) mediante ensayos de liberacion de Cr^\ Los datos 

20 representan en ordenadas la media de lisis especifica + EEM de dos 
experimentos. Con respecto al ratio (E:D) en abcisas. de celulas efectoras 
frente a celulas diana. 
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REIVINDICACIONES 

1. Uso combinado de la protelna inducible por interferon gamma 10 (IP- 
5 10) y la interleucina 12 (IL-12) en la fabricacion de composiciones utiles para el 

tratamiento de tumores malignos, particularmente del adenocarcinoma de colon 
metastasico. 

2. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la composicion 
consiste en un sistema de expresi6n recombinante que expresa conjuntamente 

10 IP-10 y IL-12 fragmentos de las mismas que tengan el mismo efecto antitumoral. 

3. Uso segun la reivindicaci6n 2, caracterizado porque el sistema de 
expresion recombinante consiste en un vector viral. 

4. Uso segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el vector viral 
consiste en un adenovirus, un virus adeno-asociado, un alfa virus, un herpes- 

15 virus o un lentivirus defectivo. o combinaciones de los mismos. 

5. -Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el sistema de 
expresion recombinante consiste en un vector no viral. 

6. Uso segun la reivindicacibn 5, caracterizado porque el vector no viral 
consiste en un plasmido. 

20 7. Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el sistema de 

expresion recombinante consiste en una molecula de ADN o ARN. o 
combinaciones de los mismos. 

8. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la composici6n 
comprende las propias proteinas recombinantes IP-10 e IL-12 obtenidas in vitro 

25 o fragmentos de las mismas que tengan el mismo efecto antitumoral. 

9. Uso combinado de la protelna inducible por interferon gamma 10 (IP- 
10) y la interleucina 12 (IL-12) en la preparacion de composiciones utiles en la 
induccion de una respuesta citotdxica frente a antigenos o c^lulas tumorales. 

10. Uso combinado de la protelna inducible por interferon gamma 10 (IP- 
SO 10) y la interleucina 12 (IL-12) como adyuvante en composiciones inductoras de 

respuestas inmunitarias. 
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11. Uso segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la composicion 
consiste en una formulacion de vacuna. 

12. Uso de IP-10 en la preparaci6n de composiciones que potencien el 
efecto antitumoral de IL-12 . 

5 
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<120> Uso combinado de la quimiocina IP-10 y la interleu- 

cina-12 en la preparaci6n de composiciones para el trata- 

miento de tumores malignos. 

<130> P-99390 

<160>7 

<210> 1 

<211>24 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 
<220> 
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<400> 
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<213> secuencia artificial 
<220> 

<223> oligonucle6tido antisentido 
<400> 

(5'-GCTTCACTCCAGTTAAGGAGCCCT-3') 
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<213> pISsmido PGEM-T/mlP-10 
<220> 

<223>cADN de mlP-10 
<220> 

<221> coddn terminacion 
<222> 99 



<400> 
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ctg ggt 


Ctg 


agt 


ggg 


act 
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<220> 
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<222>41..103 

<220> 

<221> mat_p6ptido 
<222> 104..334 
<220> 
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<222> 1039..1045 
<220> 

<221 > cod6n terminacibn 

<222> 99 

<300> 

<301> Ohmori, Y. and Hamilton, T.A. 

<302> A nnacrophage LPS-inducible early gene encodes the murine homologue of IP- 
10 

<303> Biochem. Biophys, Res. Commun. 

<304>168 

<305> (3) 

<306> 1261-1267 (1990) 
<400> 

catcccgagc caaccttccg gaagcctccc catcagcacc atg aac cca agt get gcc gtc 61 

Met Asn Pro Ser Ala Ala Val 
5 

att ttc tgc etc ate ctg ctg ggt ctg agt ggg aet caa ggg ate cet 109 
lie Phe Cys Leu lie Leu Leu Gly Leu Ser Gly Thr Gin Gly He Pro 

10 15 20 

cte gea agg acg gte cge tgc aac tgc ate cat ate gat gae ggg cca 157 
Leu Ala Arg Thr Val Arg Cys Asn Cys He His He Asp Asp Gly Pro 

25 30 35 

gtg aga atg agg gcc ata ggg aag ett gaa ate ate cct gcg age eta 205 
Val Arg Met Arg Ala He Gly Lys Leu Glu He He Pro Ala Ser Leu 
40 45 50 55 

tec tgc cca cgt gtt gag ate att gee acg atg aaa aag aat gat gag 253 
Ser Cys Pro Arg Val Glu He He Ala Thr Met Lys Lys Asn Asp Glu 

60 65 70 

cag aga tgt ctg aat ceg gaa tct aag ace ate aag aat tta atg aaa 301 
Gin Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Thr He Lys Asn Leu Met Lys 

75 80 85 

gcg ttt age caa aaa agg tct aaa agg get cct taa ctg gagtgaagcc 350 
Ala Phe Ser Gin Lys Arg Ser Lys Arg Ala Pro 

90 95 
aegcacaeac cecggtgetg egatggatgg acagcagaga gectctctec ateactcccc 410 
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tttacccagt 


ggatggctag 


tcctaattgc 


ccttggtctt 


ctgaaaggtg 


accagccgtg 


470 


gtcacatcag 


ctgctactcc 


tcctgcagga 


tgatggtcaa 


gccatggtcc 


tgagacaaaa 


S30 


gtaactgccg 


aagcaagaat 


tctttaaggg 


ctggtctgag 


tcctcgctca 


agtggctggg 


590 


atggctgtcc 


tagctctgta 


ctgtaagcta 


tgtggaggtg 


cgacgccctt 


caccatgtgc 


650 


catgcccagg 


ctgctcccca 


caccctcctt 


gtcctcccta gctcaggctc 


gtcagttcta 


710 


agtttacctg 


agctctttta 


tttcagatgt 


aagactacaa 


atttaagttt 


gtaagcacga 


770 


acttaaccac 


catcttccca 


aggggttatc 


aagatactca gaggaacctg 


aaaatgtatg 


830 


tgtaaatact 


atttaatgaa 


cgactgtaca 


aagtagaatt 


cctaatgtat 


tttttgtatg 


890 


ctttgcattg 


tatatggaag 


aacttgtgtc 


atcaagtatg 


tatcaatggg 


tagttaaagt 


1040 


ttatttttaa 


aaccgtccaa 


taccttttgt 


attatgtaac 


attcaaaaga 


caatgtactg 


1100 


tattgaaagt 


agtaagagac 


ccaaaatgta 


ataaagtaat 


aataactgac 


atg 


1153 



<210> 5 
<211>1088 
<212> ADN 
<213> Rat6n 
<220> 
<221>CDS 
<222> 66..362 
<220> 

<221> polyA_sefial 
<222> 1065..1070 
<220> 

<221> polyA_sitio 
<222> 1088 
<220> 

<221 > codon terminacion 

<222> 99 

<300> 

<301> Vanguri, P.and Farber, J.M. 

<302> Identification of CRG-2. An interferon-inducible mRNA predicted to encode a 
murine monol<ine 
<303> J. Biol. Chem. 
<304> 265 



wo 01/62274 



PCT/ESOl/00066 



- 5 - 

<305> (25) 

<306> 15049.15057(1990) 
<400> 

aagcgcttca tccaccgctg agagacatcc cgagccaacc ttccggaagc ctccccatca 60 
gcacc atg aac cca agt get gcc gtc att ttc tgc etc ate ctg etg ggt 110 
Met Asn Pro Ser Ala Ala Val lie Phe Cys Leu lie Leu Leu Leu 
5 10 15 

ctg agt ggg act caa ggg ate ect etc gea agg aeg gte egc tgc aac tgc 161 
Leu Ser Gly Thr Gin Gly He Pro Leu Ala Arg Thr Val Arg Cys Asn Cys 

20 25 30 

ate cat ate gat gac ggg cea gtg aga atg agg gee ata ggg aag ctt gaa 212 
He His He Asp Asp Gly Pro Val Arg Met Arg Ala He Gly Lys Leu Glu 

35 40 45 

ate ate ect geg age eta tee tgc cea egt gtt gag ate att gee aeg atg 263 
He He Pro Ala Ser Leu Ser Cys Pro Arg Val Glu He He Ala Thr Met 
50 55 60 65 

aaa aag aat gat gag cag aga tgt ctg aat eeg gaa tct aag ace ate aag 314 
Lys Lys Asn Asp Glu Gin Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Thr He Lys 

70 75 80 

aat tta atg aaa geg ttt age caa aaa agg tet aaa agg get ect taa 362 
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85 90 95 

etggagag aagceaegea eacaceeegg tgctgtgatg gaeageagag ageetgtctc 42 0 
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ettctgaaag 
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gtgaccagee 


gtggteacat 


cagctgetae 


teetectgea 


ggatgatggt 


taagccatgg 


540 


teetgagaca 


aaagtaactg 


eegaagcaag 


aattctttaa 


gggctggtet 


gagtcetcae 


600 


tcaagtggct 


gggatggctg 


tcctagetet 


gtaetgtaag 


ctatgtggag 


gtgcgaegcc 


660 


etteaeeatg 


tgceacgece 


caggetgetc 


eeeacaccct 


ccttgtcctc 


cctagctcag 


720 


getegteagt 


tetgagttta 


cetgagctet 


tttatttcag 


atgtaagact 


acaaatttaa 
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gtttgtaagg 
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ceaccatctt 


eccaaggggt 


tatcaagata 
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tgtatttttt 
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cattgtatat 
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gtatgtatca 
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atgggtagtt 


aaagtttatt 


tttaaaaecg 


tecaatacet 


tttgtattat 


gtaaeattea 


1020 


aaagaeaatg 


taetgtattg 


aaagtagtaa gagaeecaaa 


atgtaataaa 


gtaataataa 


1080 



etgacatg 1088 
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